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® Verwendung von mindestens einem proteolytischen Enzym zur Behandlung von Glomerulonephritis 

® Die vorliegende Erfindung betrifft die verwendung von 
mindestens einem proteolytischen Enzym und gegebe- 
nenfalts Rutosid zur Behandlung von Glomerulonephritis. 
Als proteolytisches Enzym wird bevorzugt Trypsin, Bro- 
melain oder Papain oder eine Kombination derselben eirv 
gesetzt. 
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Beschreibung 

Die vorlicgende Erfindung bctrilli die Verwendung von mindestcns cincm prolcolylischcn Enzym und gcgcbcnenfalls 
Rutin zur Behandlung von Glomerulonephritis. Als proteolytisches Enzym wird bevorzugt Trypsin, Bromelain oder Pa- 
5 pain oder eine Kombi nation derselben eingesetzt 

Glomerulonephritis ist ein SammelbegrifF fur sehr verschiedenartige, bakterielle, Nierenerkrankungen mit Entziin- 
dungsvorgangen in den Nierenkorperchen und sekundar in anderen Teilen der Nephrone und des Interstitiums. Wahrend 
einer Glomerulonephritis kann es zur Binlagerung von Immunkomplexablagerungen innerhalb der Gewebe kommen. 
Experimentelle Modelle der membranosen Glomerulonephritis konnen eine schwere Proteinurie, oft begleitet von einem 
10 ncphrotischcn Syndrom, ausldscn. Haufig kommt cs bei der Serum-Nephritis und der autologen Phase der Hcymann Ne- 
phritis auch zu einer Hypercholesterolamie. Eine Form der aktiven Serum-Nephritis, die durch Immunisierung von Mau- 
sen mit Dextranen induziert wird, lost eine spontane IgA-Nephropathie bei Patienten aus. Daraufhin akkumulieren sich 
iibcrzahligc, mcsangialc Ablagcrungen und einige kapillarc Ablagerungcn, hauptsachlich mit IgA, in den Glomeruli. Es 
tritt auSerdem eine signifikante Hamaturie und manchmal eine Proteinurie auf . 
15 Da die Glomerulonephritis also mit einer Vielzahl ernster Probleme fur den Korper einhergeht und eine Therapie in ei- 
nigen Fallen schwierig ist, wcrden Anstrcngungen in vielcn Richtungcn untcrnommen, um die Krankheit zu heilen oder 
doch zumindest ihre Symptome und Beschwerden zu verringem. 

Neben einer Antibiotikatherapie wird daher ein verstarktes Augenmerk auf unterstutzende Mittel gerichtet, die die Be- 
handlung erganzen oder verstarken. 
20 Die Behandlung verschiedener Krankheitszustande mit Protein asen ist seit einiger Zeit bekannt Solche Protein asen 
sind z. B. Papain, Trypsin und Bromelain. Ohne an eine Theorie gebunden zu sein, wird angenommen, daB die Wirkung 
von Proteinasen in der Regel auf einem Eingriffin das Immunsystem beruht 

Der vorlicgcndcn Erfindung lag das technische Problem zugrunde, ein weitercs Medikamcnt zur Behandlung von Glo- 
merulonephritis zur Verfugung zu stellen. Dieses Problem wird erfindungsgemaB gelost durch die in Anspruch 1 ange- 
25 gebene Erfindung. Die Unteranspruche betreffen bevorzugte Ausfuhrungsformen der Erfindung. 

Oberraschcnd wurdc gefunden, daB Proteinasen, gcgcbcnenfalls in Kombination mit Rutin auch bei einer Krankheit 
wie der Glomerulonephritis wirken. 

GemaB Anspruch 1 der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von mindestens einem proteolytischen Enzym und 
gegebenenfalls Rutin zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Glomerulonephritis vorgesehen. 
30 Es wird angenommen, daB die enzymatische Auflosung der glomerularen Immunablagerungen dem therapeutischen 
Effekt zugrunde liegen, obwohl andere Mechanismen, wie z. B. eine veranderte zellulare Expression von Cytokinen und 
Cytokinrezeptoren, von endogenen Gewebemetalloproteasen und zellularen AdhasionsmolekuTen ebenfalls potenticlle 
Ziele der Proteasen sind, wie auch eine Reduktion der hypcraktiven T-Zellen. 

Vorzugsweise wird als proteolytisches Enzym Trypsin, Bromelain oder Papain verwendet oder eine Kombination von 
35 einem oder mehreren dieser Enzyme. 

Die erfindungsgemaB verwendeten Enzyme lasscn sich kostengiinstig aus den folgcnden Rohmatcrialicn isolieren. 

Bromelain ist ein proteolytisches wirksames Enzym aus dem PreBsaft der Ananas und kann auch noch aus reifen 
Friichten isoliert werden. 

Papain ist ein proteolytisches Enzym, das aus dem Milchsaft der unreifen, fleischigen Friichte des Melonenbaums Ca- 
40 rica Papaya gewonnen wird. Reines Papain ist ein kristallines Polypeptid mit einem MG. von 23350, das aus einer Kette 
von 212 Aminosaureresten mit 4 Disulfid-Briicken besteht; die Sequenz und Raumstruktur sind bekannt. Papain wird 
vielfaltig eingesetzt Aufgrund seiner Protein-spaltenden Eigenschaft als "Fleischzartmache^ ,, oder "Miirbesalz", zum 
Klaren von Bier, zur Brot- und Hartkeksherstellung, in der Lederzubereitung, in der Textil-Industrie zum Entbasten von 
Seide und zur Verhinderung von Wollverfilzung, in der Tkbak-Industrie zur Qualitatsverbesserung, zur Ruckgewinnung 
45 von Silber aus verbrauchtem photographischem Material, femer in der Bakteriologie zur Pepton-Gewinnung. In der Me- 
dizin dient Papain bcreits zur Unterstutzung der enzymatischen \fcrdauung, zur enzymatischen Wundreinigung und als 
Zusatz zu Zahnprothese-Reiniungsmitteln. Fiir Spezialzwecke werden Papain-Praparate auch an Kunststoffpolymere 
oder an Agarosetrager gebunden angeboten. Papain ist auch als Katalysator zur Synthese von Oligopeptiden verwendet 
worden. 

50 Trypsin ist ein proteolytisches Enzym, das ebenfalls im Pankreas gebildet wird und in Verbindung mit anderen Enzy- 
men bereits therapeutisch eingesetzt wird Es gehort zu den Serin-Proteinasen. Kristallines Trypsin hat ein MG. von ca. 
23300, ist in Wasser, nicht aber in Alkohol loslich, besitzt ein Wirkungsoptimum bei pH 7-9 und spaltet Peptid-Ketten 
spezifisch Carboxy-seitig der basischen Aminosaurereste L-Lysin und L-Arginin. Die raumliche Struktur des aus 223 
Aminosauren bestehenden Trypsins ist bekannt. 
55 Weiterhin kann zusatzlich Rutosid dem Medikamcnt beigemischt werden. Rutosid, auch als Rutin bekannt, ist ein Gly- 
cosid, das zu den FLavonoiden gehort. 

Eine besonders gute Wirksamkeit zeigt sich bei der Verwendung einer Kombination der Enzyme Bromelain, Papain 
und/oder Trypsin. Neben der bemerkenswerten und unerwarteten Wirkung dieser Enzyme auf die Verbesserung eines 
Glomeruloncphritis-Krankhcitszustandes hat die kombinicrte Verwendung der genannten Enzyme weiterhin den \fcrtcil, 
60 daB auch bei einer Langzeitanwendung keine schadigenden Nebenwirkungen auftreten. 

Eine besonders gute Wirksamkeit hat die kombinierte Verwendung von 20 bis 100 mg Bromelain, 40 bis 120 mg Pa- 
pain und 10 bis 50 mg Trypsin pro DosiseinheiL 

Ganz besonders bevorzugt ist eine Kombination von 90 mg Bromelain, 120 mg Papain und 100 mg Rutosidx3HzO. 
In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine Kombination von 48 mg Trypsin, 90 mg Bromelain und 
65 1 00 mg Rutosidx3H 2 0 verwendet 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden 10 bis 100 mg, besonders bevorzugt 100 mg Rutosidx3 H2O 
pro Dosiseinheit verwendet 

Das Medikament kann weiterhin alle ublichen Hilfs- und/oder Tragerstoffe enthalten. 
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Als Hilfs- und Tragerstoffe kommen z. B. Lactose, Magnesiumstearat, Stearinsaure, Talkum, Methacrylsaure, Copo- 
lymerisat Typ A, Shellack, Makrogol 6000, Dibutylphthalat, Vanillin, Titandioxid, weiBer Ton, Polyindon, gelbes Wachs 
und Camauba wachs in Fragc. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung im einzelnen erlautem. 

5 

Beispiel 1 
Material und Methoden 

1. Material 10 



Es wurde das Zellkulturmediurn RPMI 1640 mit folgenden Zusatzen verwendet: NaHCCh (Biochrom, 2 g/l); L-Glu- 
tamin (Biochrom, 2 mM), Na-Pyruvat (Biochrom, 1 mM), NaN 3 (Sigma, 0,01%). 

Im Falle einer Stimulation der Zellen wurde entweder Phythamagglutinirj M (Biochrom, 5 ug/ml) oder Y-Interferon 
(100 U/ml) eingesetzt. Die Stimulation der Zellen erfolgte dabei uber 1-3 Tage mit Zusatz von 10% fotalem Kalberse- 15 
rum (Biochrom). 

Als Targets fur die zu untersuchenden Enzyme wurden frisch isolierte, humane, periphere, mononukleare Blutzellen 
(Citratblut) verwendet. Nach der ublichen Isolation mittels Ficoll wurden die Zellen mehrfach gewaschen und frisch bei 
den Experimenten eingesetzt Neutrophile Granulozyten wurden ebenfalls aus frischem Citratblut isoliert Hierbei er- 
folgte die Abtrennung von den Lymphozyten/Monozyten mittels eines 2-Stufen-rncoll-Gradienten. 20 

2. Verwendete monoklonale Antikorper 

Fiir die spezifische Erkennung der Oberflachenstrukturen derLeukozyten wurden monoklonale Antikorper verwendet. 
Diese erkennen auf den entsprechenden Antigenen jeweils ein definiertes Epitop, welches bei den von uns untersuchten 25 
Antigcnen nur ein cinziges Mai in der Struktur vorkommt. In Obersicht 1 sind die untersuchten Oberflachenmarker, die 
moccklonalen Antikorper sowie die analysierteu Targeizeilen dargestelit. 

Ubersicht 1 

30 

Analysierte Oberflachenmarker, verwendete monoklonale Antikorper und Targetzellen der Enzymbehandlung 



Marker 


Epitop AK-Bez . 


Fluorochrom 


Produzent 


Target-Zelle 


CD2 


LeuSfc 


PE 1 


B.D. 3 


T-Lymphozyten 


CD4 


Leu3a 


PE 


B.D: 


T-Lymphozyten 




OKT4 


FITC 2 


Ortho 4 


T-Lymphozyten 


CDllb 


Leu 15 


PE 


B.D. 


Granulozyten 


CD25 


IL-2R 


PE 


B.D. 


PHA-Blasten 



1 Phycoerythrin, rote Fluoreszenz; 

2 Fluoreszeinisothiocyanat, grxine Fluoreszenz; 45 

3 Becton Dickinson, Heidelberg; 

4 Ortho Diagnostics 

so 



3. Inkubationsbedingungen 

Die frisch isolierten und aufbereiteten Zellen wurden mit den Enzymen Bromelain, Papain und Trypsin (Arzneimittel- 
Inhaltsstoffe der Fa. Mucos) mit den jeweils in den Legenden der Tabellen und Abbildungen angegebenen Konzentratio- 55 
nen inkubiert Bei der Mischung der drei Enzyme entsprach das Mischungsverhaltnis 22,7 15,5 : 11,9 (Bromelain : Pa- 
pain : Trypsin, bezogen auf 40 ug/ml, "BPT"). Es wurden drei Enzymkonzentrationen (40, 10, 2JS ug/ml) untersucht Die 
Inkubation fand in serumfreiem Medium bei 37°C statt. 

Die Protcasen wurden unmittclbar vor den Tnkubationcn angcsetzt In den Zcllkulturmcdien war 0,01% Natriumazid 
enthalten. Durch diesen Zusatz werden die Zellen daran gehindert, wahrend des Inkubationsprozesses oder der ^sch- 60 
vorgange Rezeptormolekiile emeut zu exprimieren. Nach dem Auswaschen des Zellkulturmediums sind die Zellen wie- 
der aktivierbar (nicht demonstriert). 

Nach entsprechender Inkubation der Zellen mit den jeweiligen Enzymen, Auswaschen der Enzyme und der Markie- 
rung mit monoklonalen Antikorpem (nach Angaben der Hersteller) wurde sofort die Analyse der Oberflachenmarker 
vorgenommen. 65 
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4. Analytische DurchfluBcytometrie 

Allc Untersuchungen zur Modulation von Zcllobcrflachcnmolckulcn wurden miucls analytischcr DurchfluBcytomc- 
trie (FACSCAN, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) unter Verwendung einer geratespezifischen Software (Lysis 1) 
5 durcbgefuhrt. Bei entsprechender Einstellung des Cerates sowie der Mitfuhrung von Referenzen, d. h. Zellen, die ohne 
Enzyme aber in derselben Prozedur behandelt wurden, erfolgte die Messung. 

Fur jede Subklasse der monoklonalen Antikorper wurde eine entsprecbende fluoreszenzkonjugierte IsotypenkontroUe 
mitgefuhrt. Hierbei handelt es sich um Maus-Immunglobulin, mit welchem die Kapazitat der unspezifischen Bindung 
der Targetzellen fluBcytometrisch erfaBt wind. 
10 Pro Histogramm wurden 10 000 Zcllcn gemcsscn. Die jcweiligc Zcllpopulation wurde mit cincm sogenannten "cick- 
troniscben Gate" separiert, in dem sich dann mindestens 3 500 Zellen befanden. 

5. Darstcllung der Ergebnisse 

15 Die Auswertung und Analyse der Daten erfolgte unabhangig vom MeBvorgang auf dem DurchfluBcytometer mittels 
einer geratespezifischen Software. Dabei wurden jeweils die Histogrammc der KontroUcn, d. h. der unbchandelten Zcll- 
proben, mit den Histogrammen der enzymbehandelten Zellen verglichen. 

DieRohdarstellung umfaBt ein optisch eindrucksvolles, aber relativ uniibersichtliches Histogramm, bei dem verschie- 
dene Einzelmessungen iibereinander gelagert abgebildet sind. Hier laBt sich insbesondere die Wirkung der Enzyme im 

20 Vergleich zur Referenz optisch transparent machen. Fiir diese Untersuchungen ist nicht der prozentuale Anteil einer Sub- 
population an der gesamten Leukozytenpopulation die MeBgroBe, sondern die relative Rezeptordichte, die sich als Ruo- 
reszenzintensitat darstellL 

Aus diescn Histogrammen, die beispiclhaft sind und illustrativcn Charaktcr haben, lassen sich Daten ablciten, welche 
die relative Ruoreszenzintensitat der Einzelmessung reflektieren. Diese ist ein MaB fur die relative Rezeptor- oder Ober- 
25 flachenmolekuldichte bei einer gemessenen Zellpopulation. 

Die Saulengraphiken zeigen in logarithmischcr Darstcllung den Median der rclativcn Ruorcszcnz. Es laBt sich so ge- 
genuber der Referenz die Redukiion der Dichte des jeweiiigen Oberfiachenmolekuis in Abhangigkeit von der Enzym- 
konzentration darstellen. 

In den Tabellen sind die Daten unabhangiger Experimente enthalten. Die Nummem der Spender haben nur fur die je- 
30 weilige Tabelle Giiltigkeit und sind nicht auf andere Tabellen ubertragbar. Wird in der Tabelle beispielsweise ein Wert 
von 40% angegeben, so bedeutet das, daB bei diesem Antigen 40% aller Oberflachenmolekiile durch das Enzym so ver- 
andert ist, daB der spezifische monoklonale Antikorper sein Epitop nicht mehr erkennt Wird keine Reduktion beobach- 
tet, so erschcint in den Tabellen der Wert "0". Die angegebene Prozentzahl driickt somit die Enzymleistung gcgeniiber 
den einzelnen Antigenen aus. Werte bis zu 20% werden im Einzelf all als nicht relevant angesehen. 
35 Fiir eine Bewertung der Wirkung der Enzyme auf die einzelnen Antigene ist es gtinstig, einen geeigneten Vergleichs- 
maBstab zu wahlcn. Bis auf wenige Ausnahmen wurden alle Untersuchungen unter standardisierten Inkubationsbedin- 
gungen durchgefiihrt Damit kann fur diese experimentellen Bedingungen die aus friiheren Forschungsberichten be- 
kannte HalbefFektkonzentration angegeben werden. 

Zur Berechnung der HalbefTektkonzentration wurden die Daten mittels nicht-linearer Regression ausgewertet. Der 
40 Median der Ruoreszenzintensitat versus eingesetzter Enzymkonzentration und Referenz werden zueinander in Bezie- 
hung gesetzt, und daraus laBt sich die Menge an Enzym berechnen, die zu einer 50%igen Reduktion der relativen Ruo- 
reszenzintensitat bzw. der in der Struktur veranderten Rezeptordichte fuhrt. 

Abb. 1 

45 

CD2-Modulation durch Protcasen; Angegeben ist der Median der relativen Ruoreszenzintensitat; Thrgctzellen: Lym- 
phozyten. Die Positivkontrolle (Referenz) sind unbehandelte Zellen, die mit dem fur CD2 spezifischen monoklonalen 
Antikorper inkubiert wurden. Die Negativkontrolle sind unbehandelte Zellen, die mit dem Antikorper-Isotyp inkubiert 
wurden. Die Inkubationszeit mit den Enzymen beu-ug 60 min. Dargestellt sind die Daten von Spender 1 (vgl. Tab. 1) als 
50 Mittelwert von Doppelbestimmungen und Standardabweichung. 

Abb. 2 

CD4 (Epitop Leu3a)-Modulation durch Proteasen; Angegeben ist der Median der relativen Ruoreszenzintensitat; Tar- 
55 getzellen: Lymphozyten. Die Positivkontrolle (Referenz) sind unbehandelte Zellen, die mit dem fur CD4 spezifischen, 
monoklonalen Antikorper inkubiert wurden. Die Negativkontrolle sind unbehandelte Zellen, die mit dem Antikorper- 
Isotyp inkubiert wurden. Die Inkubationszeit mit den Enzymen betrug 60 min. Dargestellt sind die Daten von Spender 2 
(vgl. Tab. 2) als Mittelwert von Doppelbestimmungen und Standardabweichung. 

60 Abb. 3 

CD4 (Epitope OKT4 und Leu3a)-Modulation durch Trypsin; Angegeben ist der Median der relativen Ruoreszenzin- 
tensitat; Targetzellen: Lymphozyten. Die Positivkontrolle (Referenz) sind unbehandelte Zellen, die mit dem fur CD4 spe- 
zifischen monoklonalen Antikorper inkubiert wurden. Die Negativkontrolle sind unbehandelte Zellen, die mit dem An- 
65 tikorper-Isotyp inkubiert wurden. Die Inkubationszeit mit den Enzymen betrug 60 min. Dargestellt sind die Daten von ei- 
nem Spender (vgl. Tab. 3) als Mittelwert von Doppelbestimmungen und Standardabweichung. 
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Abb. 4 

GDI lb-Modulation durch Prolcascn; Angcgcbcn ist dcr Median der rclativen Ruoreszenzintcnsitat; Targctzcllcn: 
Granulozyten. Die Positivkontrolle (Referenz) sind unbehandelte Zellen, die mit dem fur CD lib spezifischen monoklo- 
nalen Antikorper inkubiert wurden. Die Negativkontrolle sind unbehandelte Zellen, die mit dem Antikorper-Isotyp inku- 5 
biert wurden. Die Inkubationszeit mit den Enzymen betrug 60 min. Dargestellt sind die Daten von einem Spender als 
Mittelwert von Doppelbestimmungen und Standardabweichung. 

Abb. 5 

CD25-Modulation durch Proteasen; Angegeben ist der Median der relativen Ruoreszenzintensitat; Tfcrgetzellen: 
PHA-Blasten. Die Positivkontrolle (Referenz) sind unbehandelte Zellen, die mit dem fur CD25 spezifischen, monoklo- 
nalcn Antikorper inkubiert wurden. Die Negativkontrolle sind unbehandelte Zellen, die mit dem Antikorper-Isotyp inku- 
biert wurden. Die Inkubationszeit mit den Enzymen betrug 60 min. Dargestellt sind die Daten von Spender 1 als Mittel- 
wert von Doppelbestimmungen und Standardabweichung. 

Abb. 6 

Reduktion der Leu3a-Antigendichte durch Trypsin. 
Frisch isolierte humane periphere, mononukleare Blutzellen wurden mit Trypsin im senimfreien Medium inkubiert, an- 20 
schlieSend gewaschen und mit dem monoklonalen Antikorper anti-Leu3a markiert Die Reduktion der relativen Fluores- 
zenzdichte von CD4 der Lymphozytenpopulation ist das MaB der Enzymaktivitat Die Halbeffektkonzentration von 
Trypsin gegeniibcr dem Epitop Lcu3a von CD4 wind iibcr die gefittcte Kurve berechneL 

Ergebnisse 25 

TabeUe i 

CD2-Modulation durch Proteasen; Tbrgetzellen: Lymphozyten. Angegeben ist die prozentuale Reduktion des Medi- 
ums der relativen Ruoreszenzintensitat, die ein MaB der Enzymleistung ist Die Inkubationszeit mit den Enzymen betrug 30 
60 min. Es sind die Ergebnisse von drei Experimenten mit Zellen von drei verschiedenen Spendern dargestellt 

Enzym Nr. 40 pq/ml 10 iiq/ml 2,5 /xg/ml 



Bromelain 



. Papain 



Trypsin 



BPT 



T^beUe2 

CD4(Epitop Leu3a)-Modulation durch Proteasen; Tkgetzeilen: Lymphozyten. Angegeben ist die prozentuale Reduk- 60 
tion des Medians der relativen Huoreszenzintensitat, die ein MaB der Enzymleistung ist Die Inkubationszeit mit den En- 
zymen betrug 60 min. Es sind die Ergebnisse von zwei Experimenten mit Zellen von zwei verschiedenen Spendem dar- 
gestellt 

65 
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17,4 
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12,2 


14,3 
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22,4 


21,4 


34,7 
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5,4 


9,5 


17,0 


3 
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1 


75,7 


73,6 


73,0 


2 


83,7 . 


21, 1 


0,7 


3 


96,3 


85,4 


50,9 


1 


71,9 


54,7 


38,2 


2 


74,1 


8,8 


18,4 


3 


94,8 


72,6 


25,2 
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Nr. 40 ixq/ml 10 Mg/ral 2,5 jug/ml 



Bromelain 



1 

2 



24,6 
16,2 



0 
0 



0 
0 



10 



Papain 



1 
2 



2,5 
0 



3,2 
0 



0 

5,7 



15 



Trypsin 



1 

2 



99,3 
99,4 



93,0 
96,2 



64,1 
57,5 



20 



BPT 



1 
2 



98,3 
99,4 



49,3 
79,2 



23,0 
20,2 



25 



30 



35 



40 



45 



Tabelle3 

Modulation der CB4-Epiiope Leu3a uud GKT4 durch Trypsin; Targetzeiien: Lymphozyten. Angegeben ist die prozen- 
tuale Reduktion des Medians der relativen Ruoreszenzintensitat, die ein MaB der Enzyrnleistung ist Die Inkubationszeit 
mit den Enzymen betrug 60 min. Es sind die Daten von einem Spender dargestellt 



Enzym 



Trypsin 



Trypsin 



Epitop 



40 jLtg/ml 



20 txq/ml 



Leu3a 

OKT4 

Epitop 

Leu 3 a 
OKT4 



98,5 
6,5 

5 jig/ml 

65,2 
13,3 



96,7 
6,3 

2,5 jig /ml 

41,9 
10,8 



10 pq/ml 

87, 1 
19,5 

1,25 /ig/ml 

28,8 
9,3 



Tabeile4 

GDI lb-Modulation durch Proteasen; TVgetzellen: Granulozyten. Angegeben ist die prozentuale Reduktion des Me- 
50 dians der relativen Ruoreszenzintensitat, die ein MaB der Enzyrnleistung ist. Die Inkubationszeit mit den Enzymen be- 
trug 60 min. Es sind die Ergebnisse von drei Experimenten mit Zellen von drei verschiedenen Spendern dargestellt. 



55 



60 



65 
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Enzym 



Nr. 



DE 197 26 253 A 1 

40 10 Mg/rol 2,5 pgftol 



Bromelain 



Papain 



1 

2 
3 

1 
2 
3 



0 
0 

13,5 

0 
0 
7,9 



0 
0 
8,1 

0 
0 

35,9 



26,4 
n.d. 
27,5 

0 
0 

20, 0 



10 



15 



Trypsin 



1 

2 
3 



0 

17,0 
19, 0 



0 
0 
1,9 



n.d. 
0 

13,9 



20 



BPT 



1 

2 
3 



0 
0 
3,1 



4,3 

0 
8,6 



n.d. 
0 
4,7 



25 



30 



T^belle 5 

CD25-Modulation durch Proteasen; TargetzeUen: Lymphozyten, Monozyten, NK-Zellen. Angegeben ist die prozen- 
tuale Reduktion des Medians der relativen Fluoreszenzintensitat, die ein MaB der Enzymleistung isL Die Inkubationszeit 35 
mit den Enzymen bctrug 60 min. Es sind die Ergcbnisse von zwei Experimcnten mit Zcllen von zwei verscbicdenen 
Spendem dargestellt. Vor dem Experiment wurden die Zellen 3 Tage mitogens timuliert 



Enzym 



Nr. 



40 Mg/ml 10 fxq/ml 2,5 M/ml 



40 



Bromelain 



1 
2 



90,7 
62,6 



80,1 
43,6 



59,7 
0 



Papain 



1 
2 



92,2 
62,6 



81,0 
43,6 



60,7 
0 



45 



Trypsin 



1 
2 



91,2 
78,9 



88,2 
73,9 



71,0 
52,8 



50 



BPT 



1 
2 



92, 1 
79,4 



89,7 
44,1 



50,9 
12,2 



55 



Tabelle 6 

Berechnete Halbeflektkonzentration (ug/ml) von Bromelain, Papain, TYypsin und deren Kombination fur die 50%ige 
Reduktion der Dichte von zellularen Oberflachenmolekulen. Die Enzyminkubation betrug 1 Stunde. 



60 



65 



7 



DE 197 26 253 A 1 



Enzyme 


CD2 


CD4 3 


4 

CD25 


Bromelain Halbef f ektkonz. 


l 


XX w 


n u 

11 w 






2 

Bereich 








14-23 


Papain 




l 


11 w 




12 , 4 




Bereich 2 








11—14 


Trypsin 


Halbef f ektkonz • 


l 


1,5 


2,5 


< 2,5 




2 

Bereich 




1-2 


2,3-3,1 




B-P-T 5 


Halbef f ektkonz . 


l 


9/3 


16,4 


16,0 




Bereich 




7,5-14 


15,5-18 


13-19 



1 berechnet aus Mittelwerten von 2 oder 3 unabhangigen 
Experimenten 

2 minimaler und maximaler Wert, 95 % Konf idenzbereich = 1 5, 

geschatzt 

3 Modulation von CD4-Epitop Leu3a 

4 auf stimulierten Zellen prasent 

5 Mischung der Proteasen im Verhaltnis 22,7 : 15,5 : 11,9 
-Bromelain : Papain : Trypsin 

n w: nicht wirksam im untersuchten System (max. 40 /ig Enzym/ml, 
1 h Inkubation) 



Patentanspriiche 

1. Verwendung von mindestens einem proteolytischen Enzym und gegebenenfalls mit Rutin zur Behandlung von 
Glomerulonephritis. 

2. Verwendung gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da£ als proteolytisches Enzym TVypsin, Bromelain 
oder Papain verwendet wild oder eine Kombination zweier oder mehrerer dieser Enzyme. 

3. Verwendung gemaB einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB zusatzlich Rutosid verwendet 
wird. 

4. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 20 bis 100 mg Bro- 
melain, 40 bis 120 mg Papain und 10 bis 50 mg Trypsin pro Dosiseinheit verwendet werden. 

5. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB 90 mg Bromelain, 
120 mg Papain und 100 mg Rutosid pro Dosiseinheit verwendet werden. 

6. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 90 mg Bromelain, 
48 mg Trypsin und 100 mg Rutosid pro Dosiseinheit verwendet werden. 

7. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB 10 bis 100 mg, vor- 
zugsweise 10 mg Rutosidx3H20 pro Dosiseinheit verwendet werden. 

Hierzu 6 Seite(n) Zeichnungen 
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